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' 细胞免疫球蛋白黏蛋白分子$( 及 )*$!+ 与复发性
流产关系的研究
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复发性流产 （A?Y]AA?DF BWCDF@D?C]B @GCAF/CD，

123）是指发生 4 次或者 4 次以上妊娠胚胎于妊娠

4% 周之前丢失f5g，可能的致病因素包括遗传、内膜、

生殖道感染以及免疫因素等，其发病机制的研究一

直是生殖领域的热点f4$<g。现有研究表明免疫因素在

复发性流产中起到重要的作用，影响 123 免疫因素

的原因主要是 'K5+L'A?M 细胞和其分泌的细胞因子

)*$5+

f&g。在免疫相关因素研究当中，免疫反应中的

共刺激分子的作用已经成为新的研究热点，其中 '细

胞免疫球蛋白黏蛋白分子$(（' Y?HH /00]DCMHCG]H/D

@DZ 0]Y/D ZC0@/D$YCDF@/D/DM 0CH?Y]H?B$(，'/0$(）是

最新发现的一种具有负调控作用的刺激分子f7g，很

多疾病的发生发展以及致病机制中都有 '/0$( 参

与，例如自身免疫系统疾病、慢性感染性疾病、器官

移植排斥反应和肿瘤免疫逃逸等，除上述之外还有

研究报道了其可能参与到了母胎免疫耐受的诱导和

维持作用f+$6g。本实验拟通过研究 123 和先兆流产患
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者以及正常早孕患者外周血中 !"#$% 在单核细胞上

的表达水平及 !&'()!*+, 细胞分泌因子 -.$/( 的分

泌情况，通过相关性分析研究 !"#$%和 -.$/(之间的

关系，为临床上 012发病机制和治疗提供新的依据。

! !"#$%

/3/ !"#$ 选取 45/(年 /4月$45/6年 (月郑

州大学附属郑州中心医院妇产科收治的 4%例健康早

孕妇女作为正常早孕组（78 组），49 例仅有少量阴道

出血的早孕妇女为先兆流产组（!2 组），复发性流产

患者 %:例为012 组。诊断标准为：有停经史；;<=

检测阳性，> 超发现有宫内妊娠早期现象；阴道有少

量出血情况，没有妊娠物排出，连续自然流产 4 次或

者 4次以上的患者。排除由非免疫因素胚胎染色体

异常引起的先兆性流产和复发性流产患者。%组研究

对象均无慢性病、不良生育史和家族遗传病史。本实

验由郑州大学附属郑州中心医院伦理委员会批准并

签署知情同意书。见表 /。

/34 %&'() 主要试剂：鼠抗人 <?@$A-!<（英

国 2BCD# 公司）、!"#$%$8E（英国 2BCD# 公司）；同

型对照鼠 FGHI+-,=/$A-!<)8E；人 -.$/( E.-12试剂

盒（美国 0<;J 公司）。主要仪器：流式细胞分析仪

（美国 >?公司）；气套式三气培养箱（美国 !&+*#G 公

司）；多功能酶标仪（美国 !&+*#G公司）；高速冷冻离

心机（美国 >+CK#DL 公司）；高压灭菌器（日本 !JFM

公司）；;8-21$/555图像分析（美国 !&+*#G公司）。

/3% *+

/3%3/ 标本采集和分离外周血单核细胞 研究对

象均于无菌条件下抽取外周肘静脉血 N #.，肝素抗

凝，以 8>1 等量稀释后，缓慢沿管壁轻轻加入人淋

巴细胞分离液，4 N55 *)#"L 离心 4N #"L，吸取云雾状

单核细胞层，再次加入生理盐水后 4 555 *)#"L 离心

45 #"L 反复洗涤 4 次，获取单核细胞。

/3%34 流式细胞术分析 <?@

O单核细胞表面的 !"#$

% 表达水平 调节单核细胞悬液浓度为 /5!/5

:

)#.，

每 /55 !. 加入 A-!< 标记的抗人 <?@ 抗体 N !. 以

及 8E 标记的抗人 !"#$% 抗体 N !.，避光孵育 %5

#"L，同时设立相应的同型对照，染色缓冲液洗涤

后，在流式细胞仪进行相应的分析。

/3%3% E.-12法检测血浆中细胞因子含量 将$45"

冻存的血浆置于室温下解冻，% 555 *)#"L 离心

N #"L，严格按照 E.-12试剂盒说明步骤操作，@N5 L#

测 J? 值，根据标准品浓度及 J? 值绘制标准曲线，

比较各组血浆中 -.$/( 的表达情况。

/3%3@ P+IQ+*L BRGQ 检测组织上滋养细胞 !"#$% 的

表达 012 组患者和 78 组患者分别于自然流产和

人工流产手术后，无菌条件下收集各组相对新鲜的

流产组织，选取绒毛或蜕膜组织，取 /#4 , 在液氮中

研碎液氮冷冻，随后进行碾磨，裂解液裂解，低温离

心取上清，即为组织蛋白。蛋白定量完成后加上样缓

冲液，沸水煮 N #"L，样品可冻于$65 "保存。1?1$

82<E 电泳后进行转膜操作，转膜成功后用脱脂牛

奶进行封闭，8>1! 清洗，裁剪条带并分别加入相应

抗体，均为 /：/ 555 稀释，室温孵育 / & 后 @ "过夜。

次日反复清洗条带，加二抗室温孵育 95 #"L，8>1 反

复冲洗，然后加 E<. 发光液，采用 ;8-21$/555 图

像分析系统对目的条带进行扫描分析。以 "$DCQ"L作

为内参照，计算 !"#$% 相对光密度值。

/3@ ,-./0 应用 1811 /N35 软件处理数据，

符合正态分布的计量资料用 !"# 表示，组间比较采

用两独立样本 ! 检验，多组间计量资料比较采用

JL+$PDS 27JT2 分析，相关性分析采用 8+D*IGL 方

法，"U535N 认为差异有统计学意义。

" &'

43/ 123 <?@

O

45678 !"#$% 9: 流式细

胞术检测 % 组研究对象外周血中 <?@

O单核细胞上

!"#$% 表达情况，!2 组和 012 组与 78 组相比

!"#$% 表达降低，012组表达低于 !2 组，各组间差

异具有统计学意义（"U535N），图 /。
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/&0 1 2345678 4849:6&6 7; <=3 %&'(1 48> *+,-? &8 "#@ 057AB 48>

%@ 057AB

(1

'&' % !"#$%&'( 23+45 )*+ 63271 检

测 % 组研究对象血清中 23+45 表达情况，与 89 组

相比，其余两组血清中 23+45 表达增高，而且 :71

组高于 (1 组，差异具有统计学意义（!;0&0#），表 '

和图 '。

'&% ,-&./012 ()*+% 3 23+45 4567

8 流式和 63271 结果经 9<=>?@A 相关性分析，

:71 和 (1 组患者外周血 ()*+% 在单核细胞上的表

达与 (B45,(><C细胞分泌因子 23+45成负相关（图%），

其中 :71 组相关性（"

'

D0&%!0，!;0&004）高于 (1 组

（"

'

D0&'..，!;0&004）。

'&! ()*+%9 23+45: 89 !9 :71 !;<01(

)*+78 E<?F<>A GH@F 检测 :71 组和 89 组患

者滋养细胞中 ()*+% 蛋白表达，结果显示 ()*+% 在

:71 组中表达低于 89 组，而 23+45 表达与之相反，

差异具有统计学意义（!;$&$#），图 !。

1 )*

:71 是指发生 ' 次或者 ' 次以上于妊娠 '$ 周

之前的妊娠胚胎丢失，其可能的发病因素包括遗

传、内膜、免疫因素以及生殖道感染等因素，免疫耐

受是母体胚胎成功妊娠的基础，约有 #$-的复发性

流产考虑与免疫因素有关IJK。

现有研究表明，:71 和先兆性流产患者免疫功

能经常处于一种失衡状态I4$K。如果在妊娠期间孕妇

对胚胎的免疫耐受降低很有可能会导致流产的发

生，流产是孕期常见的并发症，其早期表现仅仅是

阴道少量出血，经过休息和相应治疗后仍继续妊娠

+ C !",-./012 *+,-?3456

%4D C E7'B45&678 7; *+,-? 93F396 &8 B35&B=3549 D977> 7; <=3 <=533

057AB6

! C *+,G?7 !",-./01289+:

/&0 C *+,-? 3HB5366&78 &8 B35&B=3549 D977> 7; <=3 <=533 057AB6
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的称为先兆流产，如果出血量继续增加，下腹部痛

疼剧烈，很可能发展为难免流产，是孕早期出现的

疾病，发病率在 !"#!!$#

%!!&。

'()*+ 是最新发现的一种具有负调控作用的刺

激分子，很多疾病的发生发展都有 '()*+ 参与，例

如自身免疫系统疾病、慢性感染性疾病、器官移植

排斥反应和肿瘤免疫逃逸等。在免疫反应的早期，

'()*+ 可以抑制巨噬细胞的功能，比如 '()*+ 在

,-. 感染患者外周血的单核细胞上表达升高，抑制

了其细胞活动%!"&。除此之外，还有研究报道其可能参

与母胎免疫耐受的诱导和维持作用。在正常妊娠妇

女，通过 /01234'5'6 信号通路，'()1+ 表达显著上

调，而异常的 '()1+ 表达与妊娠丢失有关%!+&。0(

%!2&的

研究，外周 78 细胞上的 '()1+ 会在孕早期短暂升

高，发挥免疫抑制作用，抑制炎症因子的分泌，从而

保证母体对胚胎的免疫耐受，减少妊娠丢失，除此

之外，还能诱导 '9:; 细胞的表达。'9:; 是一种特异

性表达 <=>?+ 具有免疫调节功能的 -@2A细胞，其

可以通过分泌细胞因子抑制炎性反应和维持自身

的免疫耐受，因此，'9:; 在数量和功能上的缺陷可

能导致 B45。

'C!D 是新近发现的一类具有促进炎症作用的

'C 细胞亚群，其与机体炎症反应和免疫性疾病的发

生和发展有着密不可分的联系，其可通过分泌细胞

相关因子参与相关的生物学功能，在感染或损伤初

期主要介导促炎反应，在多种自身免疫性疾病（如

类风湿关节炎、银屑病等）中发挥重要作用，亦有研

究显示其在妊娠期间呈动态变化，可能参与母胎免

疫耐受的发生%!E&。'C!D 细胞主要通过分泌 /01!D 发

挥促炎作用，诱导促炎细胞因子的分泌，激活趋化

因子和基质金属蛋白酶的表达%!6&，还可以促进中性

粒细胞的活化与聚集，从而引起组织细胞浸润和组

织破坏。'C!D 细胞还可加重母体对胎儿的免疫排斥

作用，对妊娠不利。也有相关研究表明，'C!D 细胞在

B45中比例明显增加，其分泌的 /01!D也随之升高%!D&，

而 B45 中 'C!D3 '9:; 比值升高，其与 B45 的产生

具有密不可分的关系 %!$&，经治疗后继续妊娠者的

'9:; 逐渐增加%!F&。这些研究提示 'C!D 和 '9:; 细胞

比例失衡在复发性流产中起到重要作用。

本研究首次通过 '()1+ 与 /01!D 在 7? 组、'5

组和 B45 组中的表达情况分析之间可能存在的相

关性，探讨 '()1+ 及 /01!D 与复发性流产的关系。

通过流式细胞检测术、G0/45 和H:IJ:9K LMNJ 等研究

方法发现，B45 组与 '5 组和 7? 组相比，外周血中

-@2A单核细胞上 '()1+ 表达降低，而 'C!D 细胞分

泌因子 /01!D 表达增高。经过 ?:O9INK 相关性分析

结果表明 '()1+ 表达与 /01!D 呈负相关关系。组织

蛋白检测也表明，B45 组中 '()1+ 表达降低而 /01

!D 表达增高。说明 '()1+ 表达降低可能通过促进

/01!D 分泌间接调节 'C!D3'9:;，导致先兆流产和

B45 的发生。本研究首次阐述了 B45 中 '()1+ 和

/01!D 的关系，为 B45 和先兆性流产的临床治疗提

供理论依据和新的治疗方案。
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节性 K 细胞失衡与不明原因反复自然流产的相关性研究!@$7国

际检验医学杂志，GDEE，OG（ED）H EDOP
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关节面较正常行走中立位时接触面积缩小，局部压

力增加。可见，踝穴大小形态决定踝关节稳定性，一

旦发生扭伤或脱位，上述结构发生改变，踝关节稳

定性下降!I$。

[7G !"#$%&'()*+, *)0 b;3.3 -./

012 通过踝足有限元模型的有效应力云图，观

察距骨运动情况，发现正常行走时，距骨在踝穴滑

动，*)0 b;3.3 应力主要集中在距骨外突、距骨后突、

距舟关节、距骨颈、距下关节和胫距关节后关节面，

最大 *)0 b;3.3 应力主要集中在距骨外突和距骨后

突。踝内翻扭伤时，距骨 *)0 b;3.3 应力情况发生改

变，应力较正常行走更加集中，位置相对变少，主要

集中在距舟关节、距骨颈和距骨侧突，胫距关节面

应力也向关节周边集中。以上分析踝内翻扭伤应力

变化与临床外踝损伤患者常见骨损伤部位相符!F$。

[7[ 34.564.789:&';<= 纵向力

作用下，内翻模型的距骨颈有效应力由正常行走中

立位时的 [7QI bc' 上升到 EG7DG bc'，内踝有效应

力由 I7\[ bc' 上升到 EP7I bc'，约为正常的 [ 倍，

明显高于正常行走中立位模型，有统计学意义。外

踝有效应力由 EF7PG bc' 下降到 P7I[ bc'，距下关

节有效应力由 EP7[D bc' 下降到 Q7PE bc'，约降低

G!G7F 倍，较正常行走中立位模型明显下降，有统计

学意义。踝内翻扭伤时，距骨内上有效应力增大，外

下有效应力减少，前后有效应力变化幅度较小。施

加横向力，正常行走中立位模型和内翻扭伤模型距

骨各节点的有效应力出现不同程度的变化!P$，但均

未出现显著差异，无统计学意义。外踝与距下关节

应力较正常减少，其余节点应力均增加。由此可见

踝内翻扭伤过程中，虽然横向剪切力为主要外力，

但它对踝关节诸骨影响较小，真正对踝关节诸骨有

明显影响作用的是纵向力。

[7I >?@;ABCD 通过以上分析，我们知道

了踝内翻扭伤时距骨在踝穴的运动情况，距骨有效

应力重新分布，受力点及力的大小均发生改变。也

知道了纵向力决定踝内翻扭伤严重程度。进而得到

结论，一旦发生踝内翻扭伤，患者应尽早卧床，增加

休息，减少站立，从而减少纵向力影响，使踝关节尽

快恢复。并及早纠正因内翻扭伤引起的踝关节生物

力学变化，防止因外踝扭伤养护不当造成踝关节稳

定性下降、习惯性崴脚及关节炎的发生。
!"#$!

!E$ 陈波杰，丁真奇7有限元分析在骨折愈合与生物力学研究中的应

用!@$7广东医学，GDEF，[P（Q）HEGQQ

!G$ ,6.^;.6 K，%.9(;03^; Y7M;0;5. .6.<.05 '0'6=3;3 )_ 6'&>. 9._)&<'5;)0

)_ '&5;:-6'& :'&5;6'>. ;0 -??.& '0^6. d);05 )_ )::-?'05 ;0 <;6;5'&=

e./;:6.3 9-&;0> .N?6)3;)0!@$7X&:/ b.5'66 b'5.&，GDEF，PD（[）HGEEF

![$ 刘建永，王英振，姜鑫7慢性踝关节外侧不稳定解剖重建与修复

疗效的比较观察!@$7中国矫形外科杂志，GDEF，G[（EQ）HEPPJ

!I$ V'6)0.0 , 4，b)0)0.0 b 8，@-&e.6;0 @ 4，.5 '672._)&<'5;)0 )_ '&5;:"

-6'& :'&5;6'>. 9-&;0> 35'5;: 6)'9;0> )_ ' ^0.. d);05– .N?.&;<.05'6

'09 _;0;5. .6.<.05 '0'6=3;3!@$7 @ %;)<.:/，GDEI，IJ（ED）HGIPJ

!F$ 戴海飞，余斌，张凯瑞，等7踝关节周围韧带损伤对距骨稳定性影

响的有限元分析!@$7中国骨与关节损伤杂志，GDEG，GJ（G）HEGE

!F$ 戴海飞，余斌，张凯瑞，等7踝关节周围韧带损伤对距骨稳定性影

响的有限元分析!@$7中国骨与关节损伤杂志，GDEG，GJ（G）HEGE

!P$ 1)35.& b 1，Y)3.0>&.0 % 8，%&.<'09.& X，.5 '674-&>.&= _)& '9-65

':f-;&.9 _6'5_))5 9-. 5) ?)35.&;)& 5;B;'6 5.09)0 9=3_-0:5;)0 &.9-:.3

?';0，;<?&)e.3 _-0:5;)0 '09 /.'65/ &.6'5.9 f-'6;5= )_ 6;_. !@$7 M))5

X0^6. 4-&>，GDEF，GE（`）HGQP

（GDEQaEEaEQ 收稿）

EFGH PDQ IJ

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第 GF 卷天津医科大学学报PE`


